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Introdução e objetivo: O mieloma múltiplo (MM) é uma doença maligna incurável caracterizada pela 
proliferação de um único clone de plasmócitos na medula óssea. O objetivo deste estudo foi avaliar 
a frequência e o valor prognóstico da expressão dos fenótipos aberrantes em pacientes com MM por 
meio de citometria de fluxo multiparamétrica. Métodos: O estudo foi realizado no Hospital São Paulo/
Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), sendo 
analisados de maneira prospectiva 30 pacientes portadores de MM ao diagnóstico. Na tentativa de 
identificar as células mielomatosas por citometria de fluxo (FACScalibur, BD), foram utilizados anticorpos 
monoclonais anti-CD138, anti-CD38, anti-CD45 específicos para seleção dos plasmócitos. O grupo 
controle consistiu em quatro doadores saudáveis de medula óssea. Resultados: Todos os plasmócitos 
mielomatosos expressaram pelo menos um fenótipo aberrante, e CD56+++, CD117++, CD33++, CD13++, 
CD28++ foram os marcadores mais frequentes, observados em 88% dos pacientes. Os marcadores 
linfoides foram encontrados nos casos com maior número de fenótipos aberrantes. Discussão: Os 
antígenos CD56+++ e CD28++ apresentaram altos níveis de β2-microglobulina, sendo estes associados a 
estágios mais agressivos da doença e maior massa tumoral. A ausência da molécula de adesão CD56 
foi relacionada com altos níveis de β2M e de cálcio iônico, mostrando que este achado pode ter valor 
prognóstico. Conclusão: A partir deste estudo concluiu-se que os fenótipos aberrantes estão presentes 
na maioria dos casos de MM e que a imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica é 
uma boa ferramenta para distinguir células plasmáticas normais dos plasmócitos mielomatosos.
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abstract
Introduction and objective: Multiple myeloma is an incurable malignancy characterized by the proliferation 
of a single clone of plasma cells in bone marrow. The aim of this study was to evaluate the frequency and 
prognostic value of the expression of aberrant phenotypes in patients with multiple myeloma by multiparametric 
flow cytometry. Methods: The study was carried out at Department of Hematology and Hemotherapy of 
Federal University of São Paulo and 30 patients with MM were analyzed prospectively. In an attempt to identify 
myeloma cells by flow cytometry (FACSCalibur, BD), specific monoclonal antibodies anti-CD138, anti-CD38 
and anti-CD45 were used for the selection of plasma cells. The control group comprised four healthy bone 
marrow donors. Results: All myeloma plasma cells expressed at least one aberrant phenotype and CD56+++, 
CD117++, CD33++, CD13++ and CD28++ markers were more frequently observed in 88% of patients. Lymphoid 
markers were found in cases with a higher number of aberrant phenotypes. Discussion: CD56+++ and CD28++ 
antigens showed high levels of β2-microglobulin, which are associated with more aggressive stages of the 
disease and larger tumor mass. The absence of adhesion molecule CD56 was associated with high levels of 
β2M and calcium ion, showing that this finding may have prognostic value. Conclusion: From this study it 
was concluded that the aberrant phenotypes are present in most cases of MM, and immunophenotyping by 
multiparametric flow cytometry is a useful tool to distinguish normal plasma cells from myeloma plasma cells.
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Introdução
O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia incurável 
caracterizada por proliferação de plasmócitos clonais na 
medula óssea (MO) que pode cursar com alterações imu-
nofenotípicas heterogêneas, além de múltiplas disfunções 
orgânicas, como produção de grande quantidade de imu-
noglobulinas, falência renal, hipercalcemia com destruição 
esquelética, anemia e infecções recorrentes(2, 8).
Até algum tempo atrás, a imunofenotipagem no MM 
era utilizada apenas para fins de pesquisas científicas, po-
rém, com o surgimento de marcadores mais específicos 
que caracterizam os plasmócitos mielomatosos (CD138+++, 
CD38++, CD45+ ou CD45-, CD56+++, CD19- e a restrição de 
cadeia leve κ ou λ), tornou-se possível detectar a expressão 
dos antígenos de superfície e citoplasmáticos nos plasmóci-
tos de pacientes com MM e diferenciá-los claramente dos 
plasmócitos normais policlonais(1, 16).
A população de células plasmáticas normais é caracte-
rizada pela expressão de marcadores de superfície comuns 
em linfócitos B, como CD19, CD20, CD22 e CD45, e pela 
ausência do CD56. Já as células mielomatosas comumente 
não expressam o CD19 e apresentam expressão fraca ou 
ausente do CD45, além de a maioria dos casos expressar 
fortemente o antígeno CD56(6).
Estudos relatam que outros marcadores de superfície 
estão presentes nos plasmócitos mielomatosos, como os 
antígenos mieloides (CD117, CD33, CD14, CD13). Além 
disso, os antígenos associados à linhagem linfoide (CD10, 
CD20, CD22, CD28) são encontrados em baixa frequência 
nos plasmócitos clonais. Estes antígenos geralmente estão 
ausentes em plasmócitos normais, sendo denominados 
fenótipos de expressão aberrante quando expressos em 
células mielomatosas(9, 12).
Este estudo tem por objetivo determinar a frequência e 
o valor prognóstico dos fenótipos aberrantes em pacientes 
portadores de MM, utilizando a imunofenotipagem por 
citometria de fluxo multiparamétrica.
Casuística e método
A presente pesquisa foi desenvolvida na disciplina de 
Hematologia e Hemoterapia da Escola Paulista de Medicina 
da Universidade Federal de São Paulo (EPM/UNIFESP) com 
colaboração do Hospital do Servidor Público Estadual de 
São Paulo Francisco Morato de Oliveira (HSPE-FMO), no 
período de março de 2003 a dezembro de 2006.
Para isso foram analisadas 30 amostras de MO de pa-
cientes portadores de MM ao diagnóstico (sem tratamento 
quimioterápico prévio e/ou transplante de medula óssea). 
A idade média foi 62,5 anos, variando entre 27 e 79 anos, 
e o sexo masculino prevaleceu numa proporção 2,5:1. 
Foram utilizados como controle quatro pacientes saudáveis 
doadores de MO. O estudo foi previamente encaminhado 
ao Comitê de Ética e Pesquisa da EPM/UNIFESP, tendo sido 
aprovado (Protocolo no 1407/04).
De acordo com o sistema de estadiamento de 
Durie&Salmon, descritos na Tabela 1, 90% dos pacientes 
pertenciam ao estágio III, 7% ao estágio II e apenas 3% 
foram classificados como estágio I. Além disso, foi utiliza-
do o sistema internacional de estadiamento do mieloma 
múltiplo, descrito na Tabela 2, em que o valor médio 
da β2-microglobulina (β2M) foi de 7,6 mg/dl e a média 
da albumina sérica, inferior a 3,5 g/dl em 70% dos casos. 
Segundo o sistema internacional, apenas 3% dos pacientes 
estudados pertenciam ao estágio I, 33% ao estágio II e 64% 
ao estágio III.
Para determinação dos isótipos de imunoglobulinas 
foram utilizadas técnicas de imunofixação, na qual 60% dos 
casos estudados pertenciam ao isótipo de cadeia pesada 
IgG e 70% das cadeias leves secretadas eram kappa. Foi 
também determinado outro parâmetro associado a lesões 
osteolíticas: o cálcio iônico, que teve como média o valor 
de 1,4 mg/dl, variando entre 1,02 e 2,33 mg/dl.
Estratégias para o estudo imunofenotípico dos 
plasmócitos
Para a imunofenotipagem as amostras de medula óssea 
foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante ácido 
etilenodiaminotetracético (EDTA). Posteriormente, as amos-
tras de MO foram incubadas com os anticorpos monoclonais 
por 15 minutos em temperatura ambiente e no escuro. Para 
seleção dos plasmócitos e estudos dos fenótipos aberrantes 
foi testado grande número de anticorpos associados a qua-
tro fluorocromos: CD138 isotiocianato de flureceína (FITC), 
CD28/FITC, CD10/FITC, CD14/FITC, CD57/FITC, CD34/FITC, 
CD15/FITC, CD16/FITC, IgG1/FITC, anti-κ/FITC e anti-λ/FITC, 
IgG2/ficoeritrina (PE), CD138/PE, CD56/PE, CD20/PE, CD19/
PE, CD22/PE, CD117/PE, CD13/PE, CD33/PE, CD40PE, CD45/
proteína clorofilada peridinina (PerCP), CD38/alloficocianina 
(APC), CD19/APC. Todos os anticorpos foram adquiridos pela 
empresa Becton Dickinson/BD, San José, CA, EUA.
Após a incubação, os eritrócitos da amostra de MO 
foram lisados com um tampão hemolítico (FACS lysing 
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solution, BD) e lavados com solução de tampão fosfato (PBS) 
para remover o excesso de imunoglobulinas séricas. Para 
que as amostras pudessem ser adquiridas foi necessário que 
ocorresse fixação dos anticorpos por meio do uso de 500 µl 
de uma solução de metanol/fomaldeído a 1%. Quando o 
exame microscópico da MO revelava poucos plasmócitos, 
utilizava-se uma solução de Ficoll-Hypaque, que permitia 
melhor separação e análise das células mononucleares.
As aquisições e análises imunofenotípicas foram realiza-
das no citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, 
BD) por meio dos programas Cell-Quest e Paint-a-gate. Os 
plasmócitos mielomatosos foram identificados utilizando-
se os anticorpos monoclonais CD138+++, CD38++, CD45+ 
ou CD45-. Os marcadores foram considerados positivos 
quando eram detectados 20% ou mais de positividade dos 
plasmócitos clonais.
Para análise estatística foram utilizados os testes de 
Fisher, Mann-Whitney e t-Student para determinar a signi-
ficância estatística e as associações entre os fenótipos aber-
rantes e os parâmetros laboratoriais. O valor foi considerado 
significante quando o p era inferior a 0,05.
Resultados
Estudo imunofenotípico dos plasmócitos 
normais
Toda a população de células plasmáticas normais ex-
pressava os marcadores CD138+++, CD38++, CD45+, CD19++, 
CD20++ e CD22++, era negativa para o CD56 e exibia reati-
vidade tanto para a imunoglobulina de cadeia leve kappa 
(κ) como para lambda (λ). O valor médio de positividade 
Tabela 1 Estadiamento do MM de acordo com os critérios de Durie&Salmon
Estágio I (pequena massa tumoral, < 0,6 × 1012 células/m2)
Hemoglobina > 10 g/dl
IgG < 5g/dl; IgA < 3g/dl; proteinúria de BJ na urina < 4 g/24 h
Cálcio sérico normal
Lesões líticas generalizadas
Estágio II (massa tumoral intermediária)
Achados entre estágios I e III
Estágio III (massa tumoral, > 1,2 x 1012 células/m2)
Hemoglobina <8,5 g/dl
IgG > 7 g/dl; IgA > 5 g/dl; proteinúria de BJ na urina > 12 g/24 h
Cálcio > 12 mg/dl
Lesões líticas generalizadas
Critérios acrescidos
A – Creatinina < 2 mg/dl
B – Creatinina > 2 mg/dl
MM: mieloma múltiplo; IgG: imunoglobulina de classe G; IgA: imunoglobulina de classe A; BJ: Bence Jones.
Tabela 2 Sistema internacional de estadiamento do MM
Estágios Critérios Sobrevida média (meses)
I β2 microglobulina < 3,5 mg/l
Albumina sérica > 3,5 g/dl
62
II β2 microglobulina 3,5-5,5 mg/l ou
β2 microglobulina < 3,5 mg/l com 
albumina sérica < 3,5 g/dl
44
III β2 microglobulina > 5,5 mg/l 29
MM: mieloma múltiplo.
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dos plasmócitos para os marcadores CD19 e CD45 foi de 
54% e 50%, respectivamente. Todas as células normais 
estudadas expressavam o antígeno CD40+++, enquanto 
os marcadores CD10, CD13, CD14, CD28, CD33, CD34, 
CD56, CD57, CD117 e HLA-DR foram negativos em todos 
os controles normais.
Estudo imunofenotípico dos plasmócitos 
mielomatosos
Os marcadores CD138 e CD38 foram positivos em todos 
os casos de MM e utilizados para estudo dos plasmócitos 
mielomatosos. Todas as amostras analisadas apresenta-
vam monoclonalidade, sendo 73% dos casos κ e 27% λ. 
Diferente dos indivíduos normais, o marcador CD45 foi 
identificado em apenas 19% dos pacientes, com valor 
médio de células positivas de 54%, e o CD19 foi positivo 
em apenas 3% dos casos, com forte expressão antigênica 
(86% das células mielomatosas). O antígeno CD56 apre-
sentava forte expressão em 76,7% dos casos, com média 
de expressão de 69% das células positivas. Outros fenótipos 
aberrantes também foram frequentemente encontrados nos 
plasmócitos mielomatosos, como CD117 (60% dos casos 
de MM), CD33 (29%), CD13 (28%) e CD28 (20%). Um 
fato curioso foi que os marcadores associados à linhagem 
linfoide (CD10, CD19, CD20 e CD22) apresentaram baixa 
frequência na população estudada, conforme mostra a 
Tabela 3. Para melhor visualização, a Figura ilustra alguns 
fenótipos aberrantes presentes nos pacientes portadores de 
mieloma múltiplo.
Tabela 3 Frequência dos fenótipos aberrantes nos 30 pacientes avaliados
AcMo n Positividade n (%) Média* Variação
CD56 30 23 (76,7) 96,0 55-100
CD117 30 18 (60) 69,9 28,7-99,5
CD33 30 9 (30) 59,7 21,1-99,5
CD13 30 8 (26,7) 44,3 20,7-96,9
CD28 30 6 (20) 57,2 20,4-95,9
CD10 30 3 (10) 30,6 28,6-34,2
CD22 30 3 (8,1) 48 33,5-67,8
CD20 30 3 (10) 65,5 29,8-97,9
CD14 25 3 (12) 40,8 28,3-48,2
HLA-DR 25 1 (4) 65,5 65,5
Os resultados foram expressos em porcentagem, considerando-se positivos quando o valor excedia 20%.
*Média: valor médio das células mielomatosas positivas; variação: valores mínimo e máximo de células positivas; AcMo: anticorpos monoclonais.
Figura 1 – Expressão aberrante dos marcadores CD56+++, CD28++, CD22++ e 
CD19++ em plasmócitos do MM ao diagnóstico.
*Os plasmócitos foram identificados por meio da forte expressão do CD138+++ e da 
complexidade celular (SSC, side scatter).
Associação entre os achados 
clinicolaboratoriais e os fenótipos aberrantes 
nos pacientes com MM
De acordo com a Tabela 4, quando se relacionaram 
os fenótipos aberrantes aos marcadores clinicolaboratoriais, 
foi observado que 23,3% dos casos foram negativos para o 
CD56 e apresentavam altos níveis séricos de β2M quando 
em comparação com os casos CD56+ (p = 0,003).
Em relação aos casos que não expressavam CD117, 
observou-se que apresentavam níveis séricos de cálcio 
ionizável maiores que os pacientes CD117+ (p = 0,02). 
A presença do antígeno CD28+ foi observada em 20% 
dos pacientes com MM e associada a altos níveis de 
β2M quando em comparação com os pacientes CD28- 
(p = 0,04).
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Nos pacientes que expressavam mais de dois fenótipos 
aberrantes mieloides, foi observado que os mesmos apresen-
tavam níveis mais elevados de creatinina sérica que o grupo 
que não expressava os antígenos mieloides (2,7 mg/dl e 
1,5 mg/dl, respectivamente) (p = 0,04). Os demais antí-
genos (CD10, CD19, CD20, CD22, CD45 e HLA-DR) não 
mostravam nenhuma associação.
Discussão
Os plasmócitos mielomatosos, assim como os normais, 
são caracterizados por expressar os antígenos CD138+++ 
e CD38++, porém os plasmócitos de indivíduos normais 
caracterizam-se pela presença dos antígenos de superfície 
associados à linhagem B, como CD19++, CD20++ e CD22++, 
 
Tabela 4
 Relação entre as características clínicas e biológicas dos 30 pacientes com MM com os marcadores 
CD56, CD28 e CD117
Parâmetros CD56
-
(n = 7)
CD56+
(n = 23) p
CD28-
(n = 24)
CD28+
(n = 6) p
CD117-
(n = 12)
CD117+
(n = 18) p
Idade*
59,1 ± 
3,2
63,7 ± 
13,5
63,0 ± 
13,1
61 ±  
6,4
63,8 ± 
9,6
61,8 ± 
13,6
Hemoglobina 
(g/dl)*
8,2 ±  
1,7
8,6 ±  
2,1
0,636
8,5 ±  
2
8,9 ±  
2,4
0,68
7,3 ±  
4,1
7,9 ±  
7,6
0,605
Creatinina  
(mg/dl)*
2,6 ±  
2,1
2,1 ±  
1,8
0,578
2,4 ±  
2
1,6 ±  
0,6
0,37
2,4 ±  
1,7
2,1 ±  
1,9
0,636
Albumina  
(g/dl)*
2,9 ±  
0,6
3,2 ±  
0,7
0,319
3,2 ±  
0,7
2,7 ±  
0,6
0,15
3,2 ±  
0,6
3,2 ±  
0,7
0,921
Cálcio Ionizável 
(mg/dl)*
1,6 ±  
0,5
1,3 ±  
0,2
0,033
1,4 ±  
0,3
1,6 ±  
0,6
0,19
1,6 ±  
0,4
1,3 ±  
0,1
0,028
β2-
microglobulina 
(mg/dl)*
13,4 ± 
9,1
5,4 ±  
2,9
0,003
6,5 ±  
3,9
12,5 ± 
11,5
0,04
8,3 ±  
1,3
8,7 ±  
2,4
0,605
Componente Monoclonal
IgG n (%) 2 (29) 16 (70) 13 (54) 4 (66) 6 (50) 12 (66)
IgA n (%) 1 (14) 3 (13) 3 (16) 1 (17) 1 (16) 2 (10)
Cadeia leve 
kappa n (%)
6 (86) 15 (65) 18 (75) 4 (66) 8 (65) 14) (78)
Cadeia leve 
lambda n (%)
1 (14) 8 (35) 6 (25) 2 (34) 4 (25) 4 (22)
Estadiamento de Durie&Salmon
I n (%) 0 1 (4) 1 (4) 0 1 (8,0) 1 (5)
II n (%) 0 1 (4) 1 (4) 1 (18) 1 (8) 1 (5)
IIIA n (%) 3 (42) 14 (62) 13 (54) 3 (50) 7 (59) 10 (56)
IIIB n (%) 4 (58) 7 (30) 9 (36) 2 (32) 3 (25) 6 (34)
ISS
I n (%) 5 (25) 0 1 (10) 1 (8,0) 1 (5,0)
II n (%) 1 (14) 7 (30) 4 (16) 2 (30) 3 (25) 2 (26)
III n (%) 6 (86) 11(47) 20 (84) 3 (50) 8 (67) 12 (68)
*Valores expressos por média e desvio padrão. ISS: Sistema Internacional de Estadiamento.
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e não expressam os antígenos CD13, CD33, CD28, CD56 
e CD117. Neste aspecto, os plasmócitos do mieloma múlti-
plo diferem tanto dos normais quanto das demais doenças 
linfoproliferativas por apresentarem baixa frequência dos 
marcadores associados às células B (CD10, CD19, C20, 
CD22) e por expressarem moléculas de outras linhagens 
denominadas de fenótipos aberrantes(5).
Desde a década de 1990 são relatados fenótipos aber-
rantes nos plasmócitos mielomatosos, sendo os fenótipos 
CD56+++, CD117++, CD33++, CD13++ e CD28++ os mais co-
mumente encontrados. A maioria dos casos de MM exibe 
forte expressão do CD56 e fraca expressão dos antígenos 
CD45. Alguns estudos demonstram que cerca de 75% dos 
casos expressam o CD56+++ e que apenas 35% exibem o 
CD117++. Poucos estudos têm reportado a expressão do 
CD33 em plasmócitos clonais, sendo este marcador aber-
rante associado às células mieloides expresso em apenas 
12% dos casos de MM. Já o antígeno associado à ativação 
de linfócitos T CD28 é expresso em aproximadamente 41% 
dos pacientes portadores de MM(10, 11, 15).
Em nosso estudo foi observada alta frequência dos 
fenótipos aberrantes nos plasmócitos mielomatosos, 
sendo que 60% dos casos expressaram o CD117 com 
moderada a forte intensidade e que o antígeno CD28 foi 
encontrado em apenas 20% dos casos com alta expres-
são antigênica. Em relação à frequência de expressão do 
antígeno de superfície CD33 foi relatado que cerca de 
30% dos pacientes estudados exibiram forte positividade 
para este marcador.
O antígeno CD56 (molécula de adesão de célula neural 
[NCAM]) está envolvido na embriogênese normal dos axô-
nios. Comumente este marcador está presente em células 
natural killer e NCAM. Contudo, vem-se observando alta 
frequência deste marcador em plasmócitos mielomato-
sos e grande associação entre a presença de CD56+++ e a 
agressividade da doença. Além disso, foi detectado que os 
pacientes portadores de MM com o fenótipo CD56- apre-
sentavam doença avançada, sendo este achado fenotípico 
correlacionado com pior prognóstico em pacientes com 
MM tratados com quimioterapia convencional(13, 14, 17, 19). 
Entretanto, estudos de Hundermer et al.(7) relatam que 
a negatividade do CD56 não pode ser considerada um 
marcador relacionado com mau prognóstico, pois, quando 
foi comparada a sobrevida livre de doença dos pacientes 
mielomatosos CD56+++ com a dos pacientes CD56- subme-
tidos a altas doses de quimioterapia, observou-se que os 
dois grupos possuíam sobrevidas similares.
Nossos achados mostram que os plasmócitos do MM 
expressam frequentemente o marcador CD56+++. Já os pa-
cientes que perdem o antígeno CD56 exibem níveis séricos 
mais altos de β2M e cálcio ionizável que os pacientes com 
CD56+++, confirmando que a ausência desta molécula de 
adesão está relacionada com estágios mais agressivos da 
doença. Além disso, o presente estudo também confirmou 
que a combinação entre o CD56+++ e o CD19- permite 
melhor identificação dos plasmócitos mielomatosos, visto 
que o CD56 está presente na maioria dos casos de MM e 
que o CD19 está ausente em mais de 95% dos pacientes 
estudados.
O antígeno CD28 é uma proteína de superfície expres-
sa em linfócitos T, sendo um importante antígeno para a 
ativação destas células. Este marcador não é expresso em 
plasmócitos normais, porém está presente em de 41% 
dos casos de MM. A expressão aberrante deste antígeno 
tem sido encontrada com maior reatividade nas fases mais 
avançadas da doença e está associada a casos de maior 
agressividade e progressão(18).
A frequência do fenótipo CD28++ (20%) em nosso estu-
do foi mais baixa do que os dados da literatura. Contudo, 
mesmo com a baixa frequência deste antígeno, foi possível 
associar os casos CD28++ a altos níveis de β2M, sugerindo 
que esta expressão aberrante deve estar relacionada com 
estágios mais avançados da doença e com maior massa 
tumoral.
Conclusão
A partir desta pesquisa pode-se concluir que os plas-
mócitos mielomatosos podem ser caracterizados por um 
perfil imunofenotípico por meio da expressão e ausência de 
alguns marcadores (CD138+++, CD38++, CD45+ ou CD45-, 
CD56+++, CD19-, CD117++). Os fenótipos CD56- e CD28++ 
estão associados a estágios avançados do mieloma múlti-
plo, sendo a imunofenotipagem por citometria de fluxo 
multiparamétrica uma ferramenta extremamente útil na 
diferenciação entre as células plasmáticas reacionais e os 
plasmócitos clonais.
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